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摘要: 本实验在 ( 28 ± 1) ℃下从对虾养殖池塘中分离筛选具有氨氮 ( 包括游离氨 NH3、铵
盐 NH +4 ) 降解效果的芽孢杆菌 ( Bacillus) ，并采用单因素实验对筛选出的芽孢杆菌进行发
酵配方优化，以此挑选出低廉高产的发酵培养基配方。菌株分离筛选及氨氮降解实验结果显
示: 经初步分离，得到 5 株芽孢杆菌 ( DS1、DS2、DS3、DS4、DS5) ，再通过氨氮降解实验
得到一株能够显著降解水体氨氮的芽孢杆菌 DS5，5 d 内菌株 DS5 对水体氨氮降解迅速，在
第 4 天达到最大降解率 ( 36. 41 ± 0. 07) %，且最后 3 d水体氨氮持续稳定在 36%左右; 通过
菌株 16S rDNA序列分析及生理生化鉴定，将菌株 DS5 ( GenBank登录号: MK629979) 初步
鉴定为枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis) 。菌株 DS5 发酵配方实验结果表明: 在 28℃下，当
碳源为 5‰葡萄糖、氮源为 10‰豆粕、无机盐为 5‰氯化钠时，菌株生长良好，培养基含菌
数较高，综合考虑成本、菌含量等因素，选择 5‰葡萄糖 － 10‰豆粕 － 5‰氯化钠作为该菌
的最优发酵培养基配方。
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氨氮 ( NH3 － N) 以游离氨 ( NH3 ) 或铵
盐 ( NH +4 ) 形式存在于水中，二者合称为总氨









无机氮 NO3 － N、NO2 － N 等有害氮源的增加，
养殖水质恶化造成水中有害菌增生，导致养殖
病害频繁爆发［4］。相关报道表明养殖过程中优

























naeus vannamei) ，体长 ( 0. 60 ± 0. 05) cm，采集
水温约 28℃。具体采集方法: 当养殖池塘稳定
正常水色 ( 茶褐色) 时，于池塘内设置 5 个采
样点，用容积为 1 L的采水器分别采集水样 ( 水


















分离培养基: 2216E 固体培养基 ( 青岛海
博) ，1 L 超纯水，121℃灭菌 20 min 后倒平板
备用。
纯化培养基: 2216E 液体培养基 ( 青岛海
博) ，1 L 超纯水，分装于 100 mL 锥形瓶，
121℃灭菌 20 min备用。
对虾饲料 ( 广东恒源饲料) 。
饲料浓缩培养基 ( 参照赵坤等［10］) : 取对虾
饲料 30 g ( 研成细粉) ，加入 1 L冷却灭菌海水，
震荡混匀后于超净台浸泡 48 h。取上清饵料浸出
液高速离心 2 ～ 3 次后取上清液，后用隔膜真空
泵 ( 天津津腾 ) 于 0. 45 μm 滤膜下抽滤 2 ～ 3
次，调节 pH 至 7. 8，分装于 100 mL 锥形瓶，
121℃灭菌 20 min备用。
菌种活化培养基: 牛肉膏 5 g，胰蛋白胨 10
g，氯化钠 5 g，琼脂粉 15 g，1 L 超纯水，调节
pH 7. 0 ～ 7. 2，121℃灭菌 20 min后倒平板备用。
种子培养基: 牛肉膏 5 g，胰蛋白胨 10 g，
氯化钠 5 g，1 L超纯水，调节 pH 7. 0 ～ 7. 2，分
装于 100 mL锥形瓶，121℃灭菌 20 min备用。
发酵培养基: 葡萄糖 /红糖 /可溶性淀粉 /木
薯粉 5 g，酵母浸出物 /蛋白胨 /豆粕 /氯化铵 10
g，氯化钠 5 g，1 L超纯水，调节 pH 7. 0 ～ 7. 2，




摇匀后于 90℃恒温水浴锅中水浴 20 min［11］，尽
可能地除去其他微生物。水浴后立刻将水样稀释
为 10 －1、10 －2、10 －3等浓度，各取 200 μL 水样
采用涂布平板法［12］分别涂布于分离培养基，每
个梯度设 3 个重复，28℃恒温培养 24 h，挑取菌
落形态不同的单菌落于分离培养基上划线培
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2. 2 芽孢杆菌的筛选
芽孢杆菌的筛选参照赵坤等［10］的方法并略
作修改，具体如下: 取 500 μL 之前保种的各菌


















理组加入初始浓度为 1 × 106 cfu /mL［15］的菌液，
对照组与处理组摇床振荡 ( 28℃，160 r /min)
培养，每日定时取 3 个重复样并使用多功能酶
标仪 ( Infinite M200 Pro ，瑞士 Tecan) 进行细
菌生长曲线的测定; 另取 1 mL 降解液 8 000
r /min离心 10 min 后取上清，采用氨氮测定仪
( 原理为纳氏试剂比色法) 立即测定上清液中
总氨氮 ( TAN ) 含量，连测 6 d ( 包括初始
样) ，根据所得氨氮浓度计算出每日各菌株对




2. 4. 1 菌株形态学生理生化鉴定
菌株的形态学及生理生化特性鉴定参照东
秀珠等［14］的方法及我国枯草芽孢杆菌检测标准




胶液化、pH 5. 7 生长、7%氯化钠生长、V － P
反应、柠檬酸盐利用、丙酸盐利用、硝酸盐还
原、卵磷脂酶反应、溶菌酶耐性、溶血反应。
2. 4. 2 菌株分子鉴定
采用细菌基因组 DNA 抽提试剂盒 ( 上海
生工) 提取菌株 DNA 作为 PCＲ 模板，PCＲ 扩
增引物参考张欢欢［16］的研究，采用通用引物
27F与 1492Ｒ。PCＲ反应体系包括 ( 25 μL) : 2
× EasyTag Mix ( 北京全式金 ) 12. 5 μL、灭菌
的去离子水 ( ddH2O) 9. 5 μL、正向引物 ( 10
μM) 1 μL、反向引物 ( 10 μM ) 1 μL、模板
DNA ( 100 ～ 120 ng /μL ) 1 μL。反应条件:
95℃ 5 min，95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 2
min，循环 35 次，72℃ 10 min，16 ℃ 90 min。




菌株 16S rDNA 所测序列在 GenBank 数据
库中利用 BLAST 进行同源性比对，使用 MＲ-





M200 Pro，瑞士 Tecan) 进行测定，将菌株活
化后按 1%的比例接种于纯化培养基，摇床振










h) ，重复 2 ～ 3 次，保证菌种纯化。
将活化后的菌株挑单菌落接种于种子培养基
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换为葡萄糖 /红糖 /可溶性淀粉 /木薯粉; 将氮源
胰蛋白胨依次替换为酵母浸出物 /蛋白胨 /豆粕 /
氯化铵; 无机盐氯化钠保持不变，共 16 种配方，
每种配方 3 个重复，振荡培养 ( 28℃，160r /
min) 48 h。





数据统计分析采用 SPSS18. 0 for Windows 软
件进行处理，实验数据以平均值 ± 标准偏差
( Mean ± SD) 表示。采用单因素方差分析 ( One
－ Way ANOVA ) 和多重比较 ( LSD、Duncan )









5 d，共获得 6 d的数据 ( 包括初始样) ，根据所
得氨氮浓度计算芽孢杆菌对氨氮的降解率
( % ) ，结果见表 1、表 2 与图 1。结合表 1、表 2
数据可以看出，5 d 后 DS1、DS2、DS3、DS4 等
4 株菌对氨氮没有任何降解效果，与对照组相比
反而使氨氮浓度有着显著不同程度的升高，统计
分析表明差异显著 ( P ＜ 0. 05 ) ，尤其是 DS4 菌




有机物所产生的氨氮; 菌株 DS5 在 5 d内对氨氮
有显著的降解作用 ( P ＜ 0. 05 ) ，在第 4 天达到
最大氨氮降解率 ( 36. 41 ± 0. 07 ) %，且从第 3
天开始氨氮降解率一直稳定在 36%左右。由图 1
也可看出，随着菌株 DS5 的生长，氨氮浓度逐
渐降低，菌株在 0 ～ 2 d 期间生长最快，之后逐
渐进入平台期，生长放缓，氨氮浓度在 0 ～ 2 d
期间降解最快，之后 3 d逐渐稳定在 26 mg /L左








0 1 2 3 4 5
DS1 39． 67a ± 1． 25 60． 00b ± 2． 16 124． 67c ± 3． 41 144． 33d ± 2． 62 155． 00e ± 3． 56 168． 33f ± 3． 86
DS2 40． 67a ± 1． 89 41． 00a ± 0． 82 85． 67b ± 2． 05 104． 67c ± 2． 87 116． 00d ± 3． 74 138． 00e ± 5． 72
DS3 39． 00a ± 0． 82 55． 33b ± 3． 30 101． 33c ± 3． 40 128． 00d ± 1． 63 148． 67e ± 3． 30 169． 33f ± 5． 73
DS4 40． 67a ± 1． 70 48． 67b ± 1． 25 129． 00c ± 2． 16 152． 33d ± 2． 87 167． 33e ± 4． 99 185． 33f ± 6． 18
DS5 40． 00a ± 1． 41 31． 50b ± 1． 25 27． 00c ± 1． 63 25． 67c ± 0． 47 25． 33c ± 2． 05 26． 00c ± 0． 82
空白对照
Blank control
40． 00a ± 0． 82 42． 33b ± 0． 47 44． 00c ± 0． 82 46． 00d ± 0． 47 50． 67e ± 0． 94 53． 00f ± 0． 82
注:表格中同一类型数据带有不同字母表示数据之间相互差异显著( P ＜ 0. 05) ，含有相同字母表示数据之间相互差
异不显著( P ＞ 0. 05) 。以下同此。
Notes: The data of the same type with different letters indicated significant differences in the form between each other( P ＜
0. 05) ，and with the same letters indicated there was no significant differences in the form between each one ( P ＞ 0. 05 ) ． The
same as below．
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表 2 不同时间芽孢杆菌对氨氮的降解率




1 2 3 4 5
DS1 51． 24a ± 0． 01 214． 75b ± 0． 16 262． 40c ± 0． 10 291． 12d ± 0． 14 324． 53e ± 0． 07
DS2 1． 04a ± 0． 05 111． 15b ± 0． 12 160． 82c ± 0． 04 185． 55d ± 0． 09 239． 68e ± 0． 13
DS3 45． 38a ± 0． 06 159． 98b ± 0． 11 230． 96c ± 0． 11 281． 30d ± 0． 09 334． 55e ± 0． 21
DS4 19． 76a ± 0． 03 217． 58b ± 0． 09 275． 01c ± 0． 11 311． 76d ± 0． 10 355． 94e ± 0． 08
DS5 － 21． 46a ± 0． 06 － 32． 28a ± 0． 06 － 35． 73b ± 0． 03 － 36． 41b ± 0． 07 － 35． 67b ± 0． 05
空白对照
Blank control
5． 90a ± 0． 03 10． 02ab ± 0． 02 15． 88b ± 0． 03 26． 76c ± 0． 05 32． 58c ± 0． 04
注:带“－”的数据表示所测氨氮浓度低于初始浓度，其余则表示所测氨氮浓度高于初始浓度。
Notes: The data with“－”indicated that the concentration of ammonia nitrogen was lower than the initial concentration，and
the rest indicated that the concentration of ammonia nitrogen was higher than the initial concentration．
图 １ 菌株 ＤＳ５生长与氨氮降解关系



































































3. 3. 1 菌株形态学及生理生化鉴定
经初步鉴定，菌株 DS5 为杆状，有芽孢，




利用等测定结果均符合国标 ( GB /T 26428—
2010) 中枯草芽孢杆菌的鉴定标准。
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表 3 菌株 DS5 生理生化特性





革兰氏染色 Gram strain +
接触酶 Catalse test +
芽孢染色 Spore +
葡萄糖发酵 Glucose fermentation +
D －甘露醇发酵 Mannitol fermentation +
D －木糖发酵 Xylose fermentation +
L －阿拉伯糖发酵 Arabinose fermentation +
厌氧生长 Anaerobic －
淀粉水解 Amylase +
明胶液化 Gelatin liquefaction +
pH5． 7 生长 pH5． 7 growth +
7%氯化钠生长 The growth of 7% sodium chloride +
V － P反应 V － P test +
柠檬酸盐 Citrate utilization －
丙酸盐 Propionate utilization －
硝酸盐还原 Nitrate reduction +
卵磷脂酶 Lipase －
溶菌酶耐性 Lysozyme male －
溶血反应 Hemolysis test －
注: “+”:阳性反应; “－”:阴性反应。
Notes: + was positive reaction，－ was negative reaction．
3. 3. 2 菌株分子鉴定
经鉴定，与菌株 DS5 ( 16S rDNA测序全长为
1 420 bp，已 在 GenBank 中 注 册，登 录 号:
MK629979) 序列同源性较高的均为芽孢杆菌属
( Bacillus) 细菌，与相关菌株 16S rDNA序列构建
系统发育树见图 2。如图所示，菌株 DS5 与模式
菌株枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis strain IAM 12118
( NＲ112116. 2) 聚为一支，序列相似性达 99%，
结合该菌形态学、生理生化特性鉴定，初步将菌
株 DS5鉴定为枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis) 。
图 ２ 菌株 ＤＳ５及其相关菌基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ基因序列的系统发育树（Ｎ－Ｊ树）









Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＢＧＳＣ ９Ａ２０（ＮＲ１１５２８４．２）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ ｓｔｒａｉｎ ＮＢＲＣ １２５８３（ＮＲ０４１５２３．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＩＡＭ １２０７７（ＮＲ０４３４０３．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ １４５７９（ＮＲ０７４５４０．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ ｓｔｒａｉｎ ＩＡＭ １３４１８（ＮＲ０４３４０１．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｑｕｉｍａｒｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＴＦ－１２（ＮＲ０２５２４１．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ ７０６１（ＮＲ０４３２４２．１）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ １４５８０（ＮＲ０７４９２３．１）
ＤＳ５（ＭＫ６２９９７９）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＩＡＭ １２１１８（ＮＲ１１２１１６．２）
０．００５ ０
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3. 4 筛选菌株生长曲线
菌株 DS5 生长曲线如图 3 所示，菌株 DS5
在 0 ～ 4 h处于生长延滞期，4 h开始进入指数生
长期，生长加快，尤其是在 6 ～ 14 h 期间生长最
快，直至 24 h 生长速度放缓，开始进入稳定期
和衰退期。
图 ３ 菌株 ＤＳ５生长曲线




















菌株 DS5 发酵配方优化结果见表 4。
由表 4可见，16种配方组合的菌含量均低于
对照组，差异显著 ( P ＜ 0. 05) ，其中，葡萄糖 －
豆粕组含量最高，达 ( 7. 03 ± 0. 30 ) × 1010
cfu /mL，葡萄糖 － 氯化铵组最低，为 ( 2. 00 ±
0. 41) ×104 cfu /mL，同一碳源和同一氮源不同组
合之间大部分也有差异 ( P ＜ 0. 05) ，说明不同配
方组合对菌的生长有影响。其中，4 种碳源与氯
化铵的组合与其他组相比菌含量均较低 ( P ＜
0. 05) ，说明在氮源为氯化铵时，菌株生长较弱。
但值得一提的是，当氮源为氯化铵时，红糖
－氯化铵组菌含量明显高于其余 3 组，达 ( 3. 34
± 0. 19) × 109 cfu /mL，其余三组菌含量均不超
过 1 × 106 cfu /mL，说明在氮源为氯化铵时，红
糖作为碳源的效果要优于其他碳源。
表 4 不同碳源与氮源组合时枯草芽孢杆菌数















Yeast extract ( 5． 18 ± 0． 43) ×10
10ef ( 2． 63 ± 0． 40) ×1010bc ( 4． 45 ± 0． 55) ×1010de ( 2． 80 ± 0． 49) ×1010bc /
蛋白胨 Peptone ( 2． 82 ± 0． 24) ×1010bc ( 2． 08 ± 0． 44) ×1010b ( 3． 07 ± 0． 54) ×1010bc ( 2． 17 ± 0． 18) ×1010b /
豆粕
Soybean meal ( 7． 03 ± 0． 30) ×10
10g ( 3． 75 ± 0． 14) ×1010cd ( 5． 75 ± 0． 31) ×1010f ( 2． 97 ± 0． 27) ×1010bc /
氯化铵
Ammonium chloride ( 2． 00 ± 0． 41) ×10
4a ( 3． 34 ± 0． 19) ×109a ( 2． 77 ± 0． 12) ×105a ( 3． 00 ± 0． 41) ×105a /
对照( 胰蛋白胨)
Control( tryptone) / / / / ( 1． 37 ± 0． 25) ×10
11h
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4 讨论
4. 1 芽孢杆菌的分离筛选与氨氮降解实验
益生菌 ( Probiotic ) 作为目前国际对微生
态制剂分类中重要的一部分，包括芽孢杆菌属
( Bacillus ) 、乳酸菌属 ( Lactobacillus) 、光合细
菌 ( Photosynthetic bacteria) 、硝化细菌 ( Nitrif-







Zokaeifar等［24 － 25］分离到 2 株能够显著降解水体
氨氮、亚硝酸盐的枯草芽孢杆菌 ( Bacillus sub-
tilis) ; 闫法军等［26］在低温下从刺参养殖池塘中
分离到一株能显著降解水体氨氮的芽孢杆菌属
细菌 ( Bacillus spp． ) Y11 ; 易弋等［27］从鲤鱼
( Cyprinidae) 、草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus )
混养池中分离出一株能显著降解水体氨氮的巨
大芽孢杆菌 X1，在菌株活化与未活化状态下对












( Litopenaeus vannamei) 的适宜生长温度在 18 ～
35℃之间，高于 35℃或低于 18℃均会影响对虾
正常生长。综上，本文选择在 ( 28 ± 1 ) ℃下从
凡纳滨对虾养殖池塘中筛选具有能显著降解水
体氨氮能力的 “土著”菌，通过革兰氏染色、
芽孢染色，初步筛选出 5 株芽孢杆菌; 再通过
氨氮降解实验筛选出一株能有效降解氨氮的芽
孢杆菌 DS5，在初始氨氮浓度约为 40 mg /L 时
( 表 1 ) ，5 d内氨氮降解率最高达到 ( 36. 41 ±
0. 07) %且持续稳定在 36%左右 ( 表 2 ) ，从降
解的量来看，略高于高海英等［33］分别从淡水和
海水虾池底泥筛选出的耐盐芽孢杆菌 T301，其
在初始氨氮浓度为 20 mg /L 时，3 d 内对氨氮
降解率分别为 55. 18%和 52. 00% ; 低于罗毅志
等［34］从淡水养殖环境分离的地衣芽孢杆菌
( Bacillus licheniformis) DSY002 － 2001，在初始
氨氮浓度为 100 mg /L 时，24 h 内该菌氨氮降
解率达 35. 5%。结合菌株 DS5 形态学观察、生













排序为葡萄糖 ＞ 可溶性淀粉 ＞ 红糖 ＞ 木薯粉;
在氮源的研究中，选择了有机氮与无机氮，其
对枯草芽孢杆菌 DS5 生长影响的综合排序为豆




























合的菌含量均显著低于其余各组 ( P ＜ 0. 05 ) ，
但对这 4 种组合单独进行单因素方差分析，结
果显示红糖 －氯化铵组显著高于其他 3 组，菌
含量达到 ( 3. 34 ± 0. 19 ) × 109 cfu /mL，差异












～ 40 倍，比氯化铵低了近 2 倍。从含菌量的角
度考虑，红糖 －豆粕培养基虽显著低于葡萄糖
－豆粕、可溶性淀粉 － 豆粕培养基 ( P ＜
0. 05 ) ，但只低了近 1 倍，并略高于木薯粉 －
豆粕培养基。
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Isolation and identification of a strain of probiotic Bacillus
from a breeding outdoor pond of shrimp ( Litopenaeus vannamei)
and optimization of its fermentation formula
CHEN Jinhao1，ZHENG Jinbin1，SHI Tianyi1，LI Tianjiao1，
WANG Panpan1，MAO Yong1，2* ，SU Yongquan1，WANG Jun1
( 1． College of Ocean And Earth Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China;
2． State Key Laboratory of Marine Environmental Science，Xiamen University，Xiamen 361102，China)
Abstract: In this experiment，Bacillus with the degradation effect of ammonia nitrogen，including free am-
monia ( NH3 － N) and ammonium salt ( NH
+
4 ) ，was isolated and screened from a breeding outdoor pond of
shrimp ( Litopenaeus vannamei) under ( 28 ± 1) ℃． The single factor experiment was used to optimize the fer-
mentation formula of the screened Bacillus and select the low cost and high yield fermentation medium formu-
la． The results of strain isolation and screening，and ammonia nitrogen degradation experiment showed that:
after preliminary isolation，five strains of Bacillus ( DS1，DS2，DS3，DS4 and DS5 ) were obtained，and
then one strain of Bacillus DS5 that could significantly degrade ammonia nitrogen in water was obtained through
ammonia nitrogen degradation experiment． Within five days，the DS5 strain rapidly degraded the ammonia ni-
trogen in water，reaching the maximum degradation rate ( 36. 41 ± 0. 07) % on the 4th day，and the ammo-
nia nitrogen in the last 3 days water remained stable at about 36% ． The strain DS5 was preliminarily identi-
fied as Bacillus subtilis by 16S rDNA sequence analysis as well as physiological and biochemical identification．
Fermentation formula experimental results of strain DS5 showed that under 28℃，when carbon source adding
5‰ glucose，nitrogen source adding 10‰ soybean meal and inorganic salt adding 5‰ sodium chloride，the
strain grew well，and the number of bacteria in culture medium was higher than others． To consider the cost
and the amount of bacteria，5‰ glucose － 10‰ soybean meal － 5‰ sodium chloride was selected as the opti-
mum fermentation medium for this strain．
Key words: breeding pond; Bacillus; isolation and screening; identification of bacterial species; ammonia
nitrogen degradation; fermentation formula
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